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Este curso es un tutorial paso a paso sobre cómo hacer y sacarle partido a un modelo por homología de 
una proteína. Dentro hallarás un conjunto de recetas y trucos que se vienen usando desde los años 90 para 
esta tarea, pero con herramientas actuales. A lo largo del material encontrarás numerosas referencias a la 
literatura especializada y enlaces a recursos externos recomendados. Hago especial mención a enlaces a 
material más teórico en otros cursos míos, que pueden ayudar al usuario de éste, como pueden ser estos 
apuntes sobre [estructura de macromoléculas] y su [plegamiento]. 
El texto está en español, aunque encontrarás algunas figuras en inglés, como algunos libros recomendados 
para completar el estudio de estos temas: 
• Computational Structural Biology: Methods and Applications   
• Prediction of Protein Structures, Functions, and Interactions   
• Crystallography Made Crystal Clear   
• Introduction to Protein Structure   
Puedes descargar este material en formato PDF en Digital.CSIC. 
Este material fue creado inicialmente para el proyecto PRI-AIBAR-2011-0840. 
Fundamentos del modelado comparativo de 
proteínas 
A qué llamamos modelado comparativo de 
proteínas 
El modelado comparativo de proteínas (MCP) es una técnica predictiva que permite obtener una 
aproximación de la estructura atómica de una cadena polipeptídica en base a estructuras conocidas de 
proteínas relacionadas (casi siempre homólogas), que en la jerga llamamos moldes o templates . Entre sus 
aplicaciones se incluyen desde el análisis del efecto de mutaciones hasta la predicción de ligandos y 
actividades catalíticas, en función de la calidad de los modelos, que a su vez depende de su semejanza con 
las estructuras molde utilizadas. En la siguiente figura se resumen las aplicaciones de los modelos 
comparativos, en base a su calidad promedio. En la parte inferior del diagrama se explica que cuando no 
hay templates disponibles queda la alternativa del modelado de novo (también se usa en la literatura el 
término ab initio ), que hasta la fecha ha demostrado construir modelos aceptables para secuencias de 
menos de 100 aminoácidos. 
 
Figura 1.1: Posibles aplicaciones del modelado comparativo en función de los moldes usados. En rojo se 
muestra el esqueleto peptídico de los modelos, y en azul la estructura real. Figura tomada de Baker & Sali 
(2001). 
Protocolo genérico de modelado de proteínas 
Cómo se construye un modelo por homología? En general los modelos comparativos se fabrican con 
ayuda de software específico, que convierte una tarea compleja en algo sencillo para el usuario. Sin 
embargo, aunque no veamos todos los detalles , es importante conocer las principales etapas del algoritmo 
genérico de modelado, porque así seremos más conscientes de dónde pueden ir mal las cosas y por tanto 
podremos evaluar mejor el valor de nuestros modelos. Si tienes interés puedes consultar una descripción 
en detalle (y con código) del [algoritmo fundamental de modelado]. 
A lo largo de este curso repasaremos estos pasos y haremos ejercicios para ponerlos en practica: 
1. Definición de dominios en la secuencia problema 
2. Búsqueda de estructuras molde o templates , ya sean dominios completos o fragmentos 
3. Alineamiento de los moldes contra la secuencia problema 
4. Modelado de los elementos de estructura secundaria y del corazón o core 
5. Selección de cadenas laterales mutantes y lazos ( loops ) 
6. Minimización de errores de los modelos generados 
7. Control de calidad 
8. Explotación del mejor modelo 
Los modelos se suelen distribuir en archivos de texto en formato Protein Data Bank, que contiene las 
coordenadas Cartesianas de sus átomos, derivadas experimentalmente. Si no estas familiarizado con el 
manejo de archivos PDB un buen tutorial para empezar puede ser éste. 
HEADER    TRANSCRIPTION/DNA                       02-JUL-98   9ANT              
TITLE     ANTENNAPEDIA HOMEODOMAIN-DNA COMPLEX                                  
[...]
ATOM   1223  N   ARG A   5       2.615  22.084  86.213  1.00 48.38           N  
ATOM   1224  CA  ARG A   5       3.627  22.623  87.122  1.00 50.59           C  
ATOM   1225  C   ARG A   5       3.146  22.769  88.558  1.00 51.43           C  
ATOM   1226  O   ARG A   5       2.119  23.381  88.812  1.00 54.04           O  
ATOM   1227  CB  ARG A   5       4.117  23.997  86.659  1.00 46.38           C  
ATOM   1228  CG  ARG A   5       4.719  24.806  87.806  1.00 48.94           C  
ATOM   1229  CD  ARG A   5       4.714  26.282  87.542  1.00 48.21           C  
ATOM   1230  NE  ARG A   5       5.959  26.654  86.910  1.00 48.95           N  
ATOM   1231  CZ  ARG A   5       6.934  27.321  87.513  1.00 49.94           C  
ATOM   1232  NH1 ARG A   5       6.807  27.750  88.766  1.00 47.08           N  
ATOM   1233  NH2 ARG A   5       8.028  27.583  86.836  1.00 42.88           N  
ATOM   1234  N   GLN A   6       3.954  22.296  89.498  1.00 53.68           N  
ATOM   1235  CA  GLN A   6       3.624  22.393  90.910  1.00 54.41           C  
ATOM   1236  C   GLN A   6       4.415  23.515  91.593  1.00 54.67           C  
ATOM   1237  O   GLN A   6       5.619  23.657  91.374  1.00 56.26           O  
ATOM   1238  CB  GLN A   6       3.903  21.064  91.603  1.00 54.05           C  
ATOM   1239  CG  GLN A   6       3.632  21.093  93.091  1.00 60.30           C  
ATOM   1240  CD  GLN A   6       3.800  19.740  93.753  1.00 61.82           C  
ATOM   1241  OE1 GLN A   6       3.979  19.655  94.968  1.00 62.02           O  
ATOM   1242  NE2 GLN A   6       3.726  18.673  92.962  1.00 62.51           N  
ATOM   1243  N   THR A   7       3.721  24.333  92.385  1.00 52.61           N  
[...]
 
Figura 1.2: Algoritmo genérico de modelado comparativo, tomado de Fiser & Sali (2003). Distintos 
programas hacen variaciones de este algoritmo, como por ejemplo el protocolo RosettaCM Song  et   al.   
(2013). 
Límites empíricos del modelado 
El modelado por homología puede ser una herramienta poderosa, pero es importante conocer sus 
limitaciones para emplearlo correctamente. 
Los dos factores más decisivos a la hora de construir modelos comparativos son: 
• la elección de templates y, 
• sus alineamientos contra la secuencia problema 
Respecto a las estructuras molde, en promedio el uso de varios templates produce modelos más precisos, 
porque capturan mejor entre todos las posibles conformaciones de las proteínas de la familia. Sin 
embargo, es más determinante todavía el problema de los alineamientos, realmente la piedra angular del 
proceso de modelado, al establecer exactamente qué residuos del template se corresponden con qué 
residuos de la secuencia problema. Esta correspondencia es obvia cuando las secuencias son muy 
parecidas, pero se va diluyendo a medida que una secuencia acumula mutaciones respecto a la otra. La 
medida más utilizada para medir esta semejanza o divergencia es el % de identidad de secuencia, que se 
calcula como se muestra en la figura 1.3. Otra medida utilizada para este fin son los valores esperados o 
E-values de programas como BLASTP. 
 
Figura 1.3: Ejemplo de alineamiento entre una secuencia que queremos modelar y la de una estructura 
molde, detallando el cálculo de la identidad de secuencia, que es la proporción de posiciones de un 
alineamiento que son idénticas. 
Por otro lado, se han propuesto diferentes funciones para medir de manera objetiva la semejanza entre 
diferentes estructuras molde, o entre las coordenadas de un modelo y la estructura obtenida 
experimentalmente. Éstas se basan en el RMSD, la raíz de la desviación cuadrática media de las 
posiciones de pares de átomos de dos estructuras  y  que queremos comparar. En el contexto del MCP 
normalmente se usan las posiciones de los carbonos alfa o beta de  residuos alineados a una distancia 
de  Angstroms: 
(1.1)
Dos funciones derivadas del RMSD, muy utilizadas en la comunidad de predictores de estructura, son el 
test de distancia global (GDT_TS) (Zemla, 2003), que es un porcentaje de residuos bien superpuestos, y 
TM-score (Zhang & Skolnick, 2004), que toma valores entre 0 y 1, y se puede calcular de manera sencilla 
con TM-align. 
La [comparación sistemática de secuencias y estructuras] que iniciaron Chothia & Lesk (1986) desveló 
que dentro de una familia (de dominios) de proteínas la estructura del núcleo del plegamiento se conserva 
incluso cuando la identidad de secuencia disminuye significativamente. Estas observaciones son el 
principal sustento del modelado comparativo, puesto que permiten inferir la estructura de una secuencia 
nueva en base al plegamiento conocido de la familia a la que pertenece. 
La figura 1.4 muestra datos equivalentes a los de Chothia y Lesk, pero obtenidos de un número mucho 
mayor de proteínas y familias. De hecho incluye datos de un experimento pionero de evaluación continua 
de programas representativos de modelado, llamado EVA, que muestran como la curva de Chothia y Lesk 
limita las aplicaciones del MCP. El sucesor de EVA se llama CAMEO y como aquél es útil para elegir 
programas de modelado. 
En general, podemos decir que los algoritmos de modelado permite construir estructuras proteicas con 
errores a nivel del esqueleto peptídico de 1Å si el % de identidad está en torno al 95%. Si la identidad 
baja al 30% el RMSD esperado es ya de 4Å. Además, en la figura se observa que al bajar la identidad de 
secuencia es más difícil predecir el error cometido y por tanto valorar la calidad del modelo. 
Aproximadamente por debajo del umbral de 30% de identidad nos adentramos en la llamada zona de 
penumbra o twilight zone (Rost, 1999), donde alineamientos correctos e incorrectos son difíciles de 
distinguir y por tanto aumenta la probabilidad de equivocarnos con la elección de moldes. 
 
Figura 1.4: A, comparación de servidores de MCP. Se muestran RMSDs de carbonos alfa en función de 
la identidad de secuencia respecto a los moldes utilizados. B, (ejes como en A), observaciones para pares 
de dominios de la base de datos SCOP usadas para calcular las barras de error de A. Datos del autor y de 
sus colaboradores P.Bates y P.W.Fitzjohn (Cancer Research UK), tomados de (Contreras-Moreira  et   al.  ,  
2002). 
Por otro lado, la mayoría de algoritmos de modelado se basan en cortar y pegar fragmentos de los moldes 
para construir estructuras que aproximan la conformación en solución de un dominio globular. Al usar 
fragmentos como fichas de LEGO se pierde precisión, incluso usando el mejor template disponible, como 
muestra la siguiente figura: 
 
Figura 1.5: Límites de precisión para modelos de CASP5 en comparación con modelos teóricos hechos 
posteriormente con fragmentos de 5 y 9 residuos del mejor molde disponible. Datos tomados de 
(Contreras-Moreira  et   al.  , 2005  ). El próximo experimento CASP será en 2014. 
Aparte de estas limitaciones intrínsecas, los errores en la elección de moldes y sus alineamientos afectan 
negativamente a los modelos obtenidos, tal como se observa de manera recurrente en los experimentos 
colectivos CASP, que sirven para poner a prueba la evolución de los métodos de modelado de proteínas 
cada dos años. 
Por otro lado, de momento no hay herramientas sencillas que calculen con garantías estructuras 
cuaternarias, ni para predecir de manera ordinaria la estructura ni la dinámica de dominios flexibles. Éstos 
serían ya ejemplos de docking . 
La calidad de los los modelos comparativos de proteínas sólo puede evaluarse a posteriori, por medio de 
experimentos empíricos, y por tanto un modelo debe ser usarse como lo que es, una herramienta para 
diseñar nuevos experimentos. 
Predicción de estructura secundaria de proteínas 
Las proteínas naturales en disolución no son estables en conformaciones extendidas. Dentro de un 
solvente acuoso un polipéptido tiene muchos grupos capaces de formar puentes de hidrógeno y por tanto 
de manera espontánea se forman [elementos de estructura secundaria] como láminas beta y alfa hélices 
dextrógiras, que quedan conectados entre si por lazos loops y a veces por regiones intrínsecamente 
desordenadas. 
 
Figura 2.1: Cuatro ejemplos de proteínas y sus elementos de estructura secundaria en estado nativo. 
Figura tomada de Freddolino  et   al.   (2010) . 
A la hora de modelar una proteína puede ser útil conocer su estructura secundaria, fundamentalmente 
porque nos ayuda a descartar templates o a alinearlos correctamente, haciendo que las alfa hélices 
coincidan, por ejemplo. Además, si una secuencia se predice como intrínsecamente desordenada no tiene 
sentido tratar de modelarla. Por estas razones, antes de empezar un proyecto de modelado comparativo es 
conveniente hacer un breve análisis computacional de la secuencia problema. Aquí nos centraremos en la 
estructura secundaria y el posible desorden, pero hay otras características que pueden ser asimismo 
interesantes, como señales de localización celular, motivos funcionales o sitios de procesamiento 
postransduccional. 
La estructura secundaria se puede predecir con bastantes errores a partir de la secuencia de aminoácidos, 
en 3 estados: 
• alfa-hélices (H) 
• láminas beta (E) 
• el resto de residuos, coil (C) 
La calidad de las predicciones mejora sustancialmente cuando consideramos las secuencias de otras 
proteínas homólogas, puesto que los patrones de sustitución de aminoácidos proporcionan información 
valiosa. El primer método que dio un salto de calidad usando redes neuronales para capturar esta 
información fue PHD (Rost, 1996), hoy integrado en PredictProtein, y el primero en proponer 
predicciones consensuadas entre distintos programas fue Jpred. El mejor método, validado de manera 
recurrente en CASP, sigue siendo PSIPRED (Jones, 1999). 
Gracias a estas aportaciones hoy se estima que la precisión a nivel de residuo de las predicciones de 
estructura secundaria es del orden del 80%, y la búsqueda de nuevos métodos continúa, tratando de hacer 
predicciones más realistas, por ejemplo evitando predecir hélices de un solo residuo (Madera  et   al.  , 2010  ). 
Un tipo de predictores relacionado con éstos son los que predicen topologías transmembrana, que pueden 
ser muy útiles para modelar transportadores o en general cualquier proteína que atraviese una membrana 
lipídica, y para averiguar de qué lado queda un loop que nos interesa, por ejemplo. Entre el software 
adecuado para estas tareas destaco por ejemplo MEMSAT, TMHMM o el consenso TOPCONS. 
 
Figura 2.2: Modelo de topología transmembrana tomado de Zhen  et   al.   (1997) . 
Finalmente, como consecuencia de los descubrimientos de proteínas intrínsecamente desordenadas, ha 
habido mucho interés recientemente por caracterizar y predecir este tipo de desorden. De hecho ya se 
evalúan este tipo de predicciones en CASP, donde destacan los servidores DISOPRED, PreDisorder y 
PrDOS. El reto de estas herramientas es afinar sus resultados para regiones desordenadas de más de 20 
residuos (Monastyrskyy  et   al.  , 2011  ). 
Ejercicio 1 (30 minutos) 
En este ejercicio analizaremos dos secuencias en formato FASTA: 
>Homeobox protein hox-b1
MEPNTPTARTFDWMKVKRNPPKTAKVSEPGLGSPSGLRTNFTTRQLTELEKEFHFNKYLSRARRVEIAATLELNETQVKI
WFQNRRMKQKKREREGG
>sp|P46310|FAD3C_ARATH Omega-3 fatty acid desaturase, chloroplastic OS=Arabidopsis 
thaliana GN=FAD7 PE=1 SV=1
MANLVLSECGIRPLPRIYTTPRSNFLSNNNKFRPSLSSSSYKTSSSPLSFGLNSRDGFTR
NWALNVSTPLTTPIFEESPLEEDNKQRFDPGAPPPFNLADIRAAIPKHCWVKNPWKSLSY
VVRDVAIVFALAAGAAYLNNWIVWPLYWLAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNDPKLNSVV
GHLLHSSILVPYHGWRISHRTHHQNHGHVENDESWHPMSEKIYNTLDKPTRFFRFTLPLV
MLAYPFYLWARSPGKKGSHYHPDSDLFLPKERKDVLTSTACWTAMAALLVCLNFTIGPIQ
MLKLYGIPYWINVMWLDFVTYLHHHGHEDKLPWYRGKEWSYLRGGLTTLDRDYGLINNIH
HDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVLGKYYREPDKSGPLPLHLLEILAKSIKEDH
YVSDEGEVVYYKADPNLYGEVKVRAD
Con estas secuencias podemos poner en práctica los conceptos y herramientas que hemos ido viendo: 
• Vamos a predecir la estructura secundaria de hox-b1 por ejemplo con PSIPRED y cuando 
tengamos los resultados los comparamos con la estructura secundaria determinada 
experimentalmente, capturada en la estructura 1B72. 
 
Figura 2.3: Estructura secundaria de hox-b1, tomada del Protein Data Bank. 
• Podemos también tratar de localizar regiones desordenadas en la secuencia de hox-b1 con 
DISOPRED. Cómo interpretas los resultados a la luz de la siguiente figura? 
 
Figura 2.4: Vista de la estructura cuaternaria de hox-b1, unida a una doble hélice de DNA y otro factor 
de transcripción. 
• Ahora tomemos FAD3C_ARATH y comprobemos si su secuencia contiene regiones 
transmembranales predichas, por ejemplo con MEMSAT. 
Demarcación de dominios en proteínas 
Las proteínas son máquinas moleculares increíbles que ejercen una gran variedad de funciones. De hecho, 
una misma proteína puede desempeñar distintos papeles a la vez. Para poder manejar esta complejidad, a 
la unidad funcional y evolutiva le llamamos dominio. Esta definición es cómoda, pero no ha evitado que 
haya controversias, porque la dinámica evolutiva de las proteínas no es discreta (Pascual-García  et   al.  ,  
2009). Sin embargo, desde un punto de vista práctico, podemos generalizar y decir que a cada dominio le 
corresponde una función molecular. En la figura 3.1 vemos además que un dominio se puede 
normalmente reducir a un conjunto de elementos de estructura secundaria que se pliegan juntos. 
 
Figura 3.1: Estructura terciaria de una proteína con dos dominios (azul y rojo), con su topología a la 
derecha. Figura adaptada de Wuerges  et   al.   (2006) . 
 
Figura 3.2: Combinaciones de dominios de los factores transcripcionales de Escherichia coli. Figura 
tomada de Madan   Babu & Teichmann (2003)  . 
Aunque hay [otras clasificaciones propuestas], los recursos de referencia para la definición de dominios 
de proteínas han sido tradicionalmente las bases de datos SCOP y Pfam. Ambas bases de datos dependen 
de la curación manual de datos por parte de expertos, pero siguen enfoques distintos: 
• El material de partida de SCOP son estructuras contenidas en el Protein Data Bank; define 
dominios en base a criterios estructurales y evolutivos. 
• Pfam define familias de secuencias o dominios en base alineamientos múltiples para facilitar su 
localización en otras proteínas. 
Como muestra del tamaño del repertorio de dominios conocidos, la versión 27.0 de Pfam contiene 14831 
familias, mientras que SCOP 1.75c contiene 4493. 
 
Figura 3.3: Definición de un dominio EGF contenido en la estructura 1W8B según SCOP. El dominio 
incluye 4 láminas beta (en amarillo) unidas con 3 puentes disulfuro entre 6 residuos de cisteína. 
 
Figura 3.4: Alineamiento semilla de la familia/dominio EGF en Pfam. 
Como SCOP apenas contiene y mantiene una jerarquía de dominios, podemos usar el buscador 
Superfamily para asignar dominios en base las definiciones de SCOP. La filosofía de Superfamily es 
similar a la de Pfam , porque en realidad es también un repositorio de alineamientos múltiples, estos 
estructurales. 
Otros servidores interesantes para definir dominios pueden ser HHpred, DomPred o Robetta::Ginzu. 
Ejercicio 2 (30 minutos) 
En este ejercicio podemos poner a prueba las herramientas Pfam, que devuelve los resultados en unos 
instantes, y Superfamily, que es más lento, sobre estas secuencias: 
>Homeobox protein hox-b1
MEPNTPTARTFDWMKVKRNPPKTAKVSEPGLGSPSGLRTNFTTRQLTELEKEFHFNKYLSRARRVEIAATLELNETQVKI
WFQNRRMKQKKREREGG
>sp|P46310|FAD3C_ARATH Omega-3 fatty acid desaturase, chloroplastic OS=Arabidopsis 
thaliana GN=FAD7 PE=1 SV=1
MANLVLSECGIRPLPRIYTTPRSNFLSNNNKFRPSLSSSSYKTSSSPLSFGLNSRDGFTR
NWALNVSTPLTTPIFEESPLEEDNKQRFDPGAPPPFNLADIRAAIPKHCWVKNPWKSLSY
VVRDVAIVFALAAGAAYLNNWIVWPLYWLAQGTMFWALFVLGHDCGHGSFSNDPKLNSVV
GHLLHSSILVPYHGWRISHRTHHQNHGHVENDESWHPMSEKIYNTLDKPTRFFRFTLPLV
MLAYPFYLWARSPGKKGSHYHPDSDLFLPKERKDVLTSTACWTAMAALLVCLNFTIGPIQ
MLKLYGIPYWINVMWLDFVTYLHHHGHEDKLPWYRGKEWSYLRGGLTTLDRDYGLINNIH
HDIGTHVIHHLFPQIPHYHLVEATEAAKPVLGKYYREPDKSGPLPLHLLEILAKSIKEDH
YVSDEGEVVYYKADPNLYGEVKVRAD
>YY1
MEPRTIACPHKGCTKMFRDNSAMRKHLHTHGPRVHVCAECGKAFVESSKLKRHQLVHTGEKPFQCTFEGCGKRFSLDFNL
RTHVRIHTGDRPYVCPFDGCNKKFAQSTNLKSHILTHAKAKNNQ
>sp|P07207|NOTCH_DROME Neurogenic locus Notch protein OS=Drosophila melanogaster GN=N 
PE=1 SV=3
MQSQRSRRRSRAPNTWICFWINKMHAVASLPASLPLLLLTLAFANLPNTVRGTDTALVAA
SCTSVGCQNGGTCVTQLNGKTYCACDSHYVGDYCEHRNPCNSMRCQNGGTCQVTFRNGRP
GISCKCPLGFDESLCEIAVPNACDHVTCLNGGTCQLKTLEEYTCACANGYTGERCETKNL
CASSPCRNGATCTALAGSSSFTCSCPPGFTGDTCSYDIEECQSNPCKYGGTCVNTHGSYQ
CMCPTGYTGKDCDTKYKPCSPSPCQNGGICRSNGLSYECKCPKGFEGKNCEQNYDDCLGH
LCQNGGTCIDGISDYTCRCPPNFTGRFCQDDVDECAQRDHPVCQNGATCTNTHGSYSCIC
VNGWAGLDCSNNTDDCKQAACFYGATCIDGVGSFYCQCTKGKTGLLCHLDDACTSNPCHA
DAICDTSPINGSYACSCATGYKGVDCSEDIDECDQGSPCEHNGICVNTPGSYRCNCSQGF
TGPRCETNINECESHPCQNEGSCLDDPGTFRCVCMPGFTGTQCEIDIDECQSNPCLNDGT
CHDKINGFKCSCALGFTGARCQINIDDCQSQPCRNRGICHDSIAGYSCECPPGYTGTSCE
ININDCDSNPCHRGKCIDDVNSFKCLCDPGYTGYICQKQINECESNPCQFDGHCQDRVGS
YYCQCQAGTSGKNCEVNVNECHSNPCNNGATCIDGINSYKCQCVPGFTGQHCEKNVDECI
SSPCANNGVCIDQVNGYKCECPRGFYDAHCLSDVDECASNPCVNEGRCEDGINEFICHCP
PGYTGKRCELDIDECSSNPCQHGGTCYDKLNAFSCQCMPGYTGQKCETNIDDCVTNPCGN
GGTCIDKVNGYKCVCKVPFTGRDCESKMDPCASNRCKNEAKCTPSSNFLDFSCTCKLGYT
GRYCDEDIDECSLSSPCRNGASCLNVPGSYRCLCTKGYEGRDCAINTDDCASFPCQNGGT
CLDGIGDYSCLCVDGFDGKHCETDINECLSQPCQNGATCSQYVNSYTCTCPLGFSGINCQ
TNDEDCTESSCLNGGSCIDGINGYNCSCLAGYSGANCQYKLNKCDSNPCLNGATCHEQNN
EYTCHCPSGFTGKQCSEYVDWCGQSPCENGATCSQMKHQFSCKCSAGWTGKLCDVQTISC
QDAADRKGLSLRQLCNNGTCKDYGNSHVCYCSQGYAGSYCQKEIDECQSQPCQNGGTCRD
LIGAYECQCRQGFQGQNCELNIDDCAPNPCQNGGTCHDRVMNFSCSCPPGTMGIICEINK
DDCKPGACHNNGSCIDRVGGFECVCQPGFVGARCEGDINECLSNPCSNAGTLDCVQLVNN
YHCNCRPGHMGRHCEHKVDFCAQSPCQNGGNCNIRQSGHHCICNNGFYGKNCELSGQDCD
SNPCRVGNCVVADEGFGYRCECPRGTLGEHCEIDTLDECSPNPCAQGAACEDLLGDYECL
CPSKWKGKRCDIYDANYPGWNGGSGSGNDRYAADLEQQRAMCDKRGCTEKQGNGICDSDC
NTYACNFDGNDCSLGINPWANCTANECWNKFKNGKCNEECNNAACHYDGHDCERKLKSCD
SLFDAYCQKHYGDGFCDYGCNNAECSWDGLDCENKTQSPVLAEGAMSVVMLMNVEAFREI
QAQFLRNMSHMLRTTVRLKKDALGHDIIINWKDNVRVPEIEDTDFARKNKILYTQQVHQT
GIQIYLEIDNRKCTECFTHAVEAAEFLAATAAKHQLRNDFQIHSVRGIKNPGDEDNGEPP
ANVKYVITGIILVIIALAFFGMVLSTQRKRAHGVTWFPEGFRAPAAVMSRRRRDPHGQEM
RNLNKQVAMQSQGVGQPGAHWSDDESDMPLPKRQRSDPVSGVGLGNNGGYASDHTMVSEY
EEADQRVWSQAHLDVVDVRAIMTPPAHQDGGKHDVDARGPCGLTPLMIAAVRGGGLDTGE
DIENNEDSTAQVISDLLAQGAELNATMDKTGETSLHLAARFARADAAKRLLDAGADANCQ
DNTGRTPLHAAVAADAMGVFQILLRNRATNLNARMHDGTTPLILAARLAIEGMVEDLITA
DADINAADNSGKTALHWAAAVNNTEAVNILLMHHANRDAQDDKDETPLFLAAREGSYEAC
KALLDNFANREITDHMDRLPRDVASERLHHDIVRLLDEHVPRSPQMLSMTPQAMIGSPPP
GQQQPQLITQPTVISAGNGGNNGNGNASGKQSNQTAKQKAAKKAKLIEGSPDNGLDATGS
LRRKASSKKTSAASKKAANLNGLNPGQLTGGVSGVPGVPPTNSAAQAAAAAAAAVAAMSH
ELEGSPVGVGMGGNLPSPYDTSSMYSNAMAAPLANGNPNTGAKQPPSYEDCIKNAQSMQS
LQGNGLDMIKLDNYAYSMGSPFQQELLNGQGLGMNGNGQRNGVGPGVLPGGLCGMGGLSG
AGNGNSHEQGLSPPYSNQSPPHSVQSSLALSPHAYLGSPSPAKSRPSLPTSPTHIQAMRH
ATQQKQFGGSNLNSLLGGANGGGVVGGGGGGGGGVGQGPQNSPVSLGIISPTGSDMGIML
APPQSSKNSAIMQTISPQQQQQQQQQQQQQHQQQQQQQQQQQQQQQQQLGGLEFGSAGLD
LNGFCGSPDSFHSGQMNPPSIQSSMSGSSPSTNMLSPSSQHNQQAFYQYLTPSSQHSGGH
TPQHLVQTLDSYPTPSPESPGHWSSSSPRSNSDWSEGVQSPAANNLYISGGHQANKGSEA
IYI
• Qué dominios encuentras en hox-b1 ? Qué función tienen este tipo de dominios? 
• En cuanto a FAD3C_ARATH , cuántos dominios encuentras? Están todos ellos bien 
caracterizados? 
• Compara los dominios predichos para YY1 con los determinados en su estructura, mostrados en la 
Figura 3.5. 
 
Figura 3.5: Estructura secundaria y dominios de YY1, tomados del Protein Data Bank. 
• Qué puedes concluir del análisis de los resultados de YY1 y de NOTCH_DROME respecto de la 
longitud de los dominios? 
Búsqueda de estructuras de referencia ( templates  
) 
Si queremos modelar un dominio o una proteína compuesta de varios dominios nuestra mejor fuente de 
información serán sin duda otras proteínas de estructura conocida, que se depositan y anotan en el Protein 
Data Bank (PDB), el repositorio mundial de estructuras tridimensionales de biomacromoléculas (Rose 
et   al.  , 2011  ). El PDB se actualiza semanalmente y contiene estructuras obtenidas sobre todo por 
cristalografía de rayos X y por NMR. 
Es posible buscar estructuras en el PDB estructuras por medio de palabras clave, por ejemplo, pero dado 
que se han descrito plegamientos distintos que ejecutan una misma función, lo más seguro es hacerlo por 
alineamientos de secuencia. Para hacer esto, en la práctica a menudo podremos simplemente correr 
BLASTP o PSI-BLAST desde la interfaz del PDB. Sin embargo, necesitaremos búsquedas más sensibles 
cuando nuestra secuencia problema no tenga estructuras homólogas obvias. En estos casos podemos 
recurrir a [métodos de  fold recognition  ] (FR), como el ya mencionado servidor HHpred, o el 
metaservidor LOMETS. 
En general los métodos de FR usan perfiles de secuencia y predicciones de estructura secundaria para 
guiar la búsqueda, con la idea de que los posibles moldes deben tener una topología compatible con la 
predicha para la secuencia problema o query . Los alineamientos resultantes no sólo permiten seleccionar 
uno o más moldes, sinó que serán empleados por los programas de modelado, que invocaremos 
posteriormente, para establecer correspondencias entre los residuos de nuestra secuencia problema y los 
de los templates . 
Cuando se encuentren varios posibles moldes deberemos seleccionar los mejores en base a criterios 
como: 
• Anotación funcional y parentesco evolutivo. Se puede confirmar la presencia de motivos de 
secuencia supuestamente conservados. 
• Redundancia. 
• Puntuación del alineamiento (identidad de secuencia, E-value ) y localización de 
inserciones/deleciones. En ocasiones es necesario editar un alineamiento para desplazar gaps fuera 
de una alfa-hélice, por ejemplo. 
• Presencia de ligandos de interés o cambios de conformación relevantes. 
• Calidad de la estructura. En general se prefieren moldes cristalográficos (según su resolución), sin 
perder de vista que las estructuras de NMR son a menudo complementarias (Brunger, 1997). 
 
Figura 4.1: Superposición estructural de la estructura del dominio SMN Tudor resuelta por NMR y por 
cristalografía de rayos X, tomada de (Sprangers  et   al.  , 2003  ). 
 
Figura 4.2: Histogramas de RMSDs resultantes de la comparación estructural con 3 programas distintos 
(CE, DALI, PROFIT) de dominios de proteína resueltos por NMR y por cristalografía de rayos X, 
adaptados de (Sikic  et   al.  , 2010  ). 
Ejercicio 3 (30 minutos) 
Para poner en práctica estas ideas trabajaremos con la siguiente secuencia de un regulador transcripcional: 
>gnl|ECOLI|PD00197 FNR (complement(1397550..1396798)) Escherichia coli K-12 substr. 
MG1655
MIPEKRIIRR IQSGGCAIHC QDCSISQLCI PFTLNEHELD QLDNIIERKK PIQKGQTLFK
AGDELKSLYA IRSGTIKSYT ITEQGDEQIT GFHLAGDLVG FDAIGSGHHP SFAQALETSM
VCEIPFETLD DLSGKMPNLR QQMMRLMSGE IKGDQDMILL LSKKNAEERL AAFIYNLSRR
FAQRGFSPRE FRLTMTRGDI GNYLGLTVET ISRLLGRFQK SGMLAVKGKY ITIENNDALA
QLAGHTRNVA
• Usando por ejemplo HHpred, qué estructuras molde encuentras para modelar FNR? Qué funciones 
y ligandos tienen? 
• Coinciden los elementos de estructura secundaria? Observas inserciones o deleciones dentro de 
elementos de estructura secundaria? 
 
Figura 4.3: Ejemplo de alineamiento con un molde (3iwz, cadena A) que contiene gaps en medio de una 
alfa-hélice (en rojo), generado por HHpred. 
• La experiencia en CASP sugiere que el uso de varios templates , cuando es posible, produce 
mejores modelos en promedio, aunque sea solamente por no seleccionar un único molde 
subóptimo (Mariani  et   al.  , 2011  ; Venclovas & Margelevicius, 2005). No es una tarea trivial, pero 
parece claro que se debe tener en cuenta la existencia de redundancia, para eliminarla, y de esta 
manera facilitar la correcta elección de templates : 
 
Figura 4.4: Una colección de moldes redundante dificulta la selección del template óptimo, el más 
parecido a la secuencia problema ( target ). Figura tomada de (Hildebrand  et   al.  , 2009  ). 
Elije los mejores templates que hayas encontrado, descarga los archivos PDB correspondientes y 
superponlos con MAMMOTH-Mult, obteniendo además un archivo de texto con el alineamiento 
múltiple correspondiente . 
Construcción y evaluación de modelos 
Llegados a este punto estamos ya preparados para modelar, en base a los templates alineados que hemos 
preparado, modelos en 3D de nuestra secuencia problema. Hay una gran variedad de programas que 
podemos emplear para esta tarea, y no es fácil elegir entre tanta oferta. Un buen sitio de referencia puede 
ser la lista de CASP de servidores seleccionados de predicción de estructura de proteínas, dominada 
recientemente por Robetta y I-TASSER, dos algoritmos que son capaces de combinar coordenadas de 
moldes completos y de fragmentos: 
 
Figura 5.1: Diagrama de flujo de TASSER, tomado de (Zhou  et   al.  , 2007  ). 
 
Figura 5.2: Parejas de moldes y modelos generados por TASSER en CASP7, tomados de (Zhou  et   al.  ,  
2007). 
Para trabajos en concreto de modelado comparativo me gustan estos programas, ordenados por orden 
creciente de intervención del usuario: 
• SWISS-MODEL   para trabajos sin supervisión, con una excelente evaluación posterior de la 
calidad. 
• 3D-JIGSAW   porque permite elegir moldes y editar los alineamientos muy fácilmente, aunque 
tiene una interfaz anticuada. 
• MODELLER   para tareas que exijan control absoluto de los detalles del proceso de modelado, la 
inclusión de ligandos y la evaluación de calidad. Hay disponibles tutoriales oficiales o de sus 
usuarios. 
Para algunos trabajos especiales de modelado se han publicado servidores dedicados, como por ejemplo: 
• MEDELLER   para proteínas de membrana. 
• TFmodeller   para complejos proteína-DNA. 
Un paso esencial tras construir un modelo es visualizarlo para localizar errores obvios, como nudos, lazos 
muy largos o choques estéricos. Podemos además estimar su calidad con la ayuda de herramientas como 
PDBsum, ModEval o ModFOLD. 
El proceso de modelado no es necesariamente lineal; se han publicado trabajos que muestran que al 
repetir ciclos de alineamiento y evaluación es posible superar errores iniciales y conseguir modelos de 
mejor calidad (Contreras-Moreira  et   al.  , 2003  ; John & Sali, 2003). 
 
Figura 5.3: [Diagrama de Ramachandran] generado por PDBsum (mediante PROCHECK) para el 
fichero 1JE8 A del PDB. 
 
Figura 5.4: Ejemplo de perfil de pseudoenergía DOPE (Colubri  et   al.  , 2006  ) generado por ModEval para 
el fichero 1JE8 A del PDB, para un RMSD predicho de 2.19Å. 
 
Figura 5.5: Errores por residuo predichos (izquierda) y observados (derecha) para un modelo evaluado 
con ModFOLD (McGuffin, 2008). 
Ejercicio 4 (30 minutos) 
Siguiendo con la filosofía de este material e insistiendo en la importancia de conocer qué ocurre dentro de 
un programa de modelado, vamos a trabajar con MODELLER, el software que mejor nos permite hacer 
esto, pero que puede resultar un poco complicado al principio. 
• Selecciona uno o más moldes y edita sus alineamientos HHpred del ejercicio anterior y prepara el 
archivo en formato PIR necesario para lanzar un modelo con MODELLER, por medio del enlace 
"Create Model" en la pestaña de resultados. 
• Si quieres que el modelo incorpore ligandos, descarga los archivos PDB de los moldes elegidos y 
edítalos con un editor de texto dejando solamente las coordenadas correspondientes a los residuos 
del alineamiento, seguidas de los átomos de ligandos relevantes (a menudo en líneas HETATM). 
Por cada residuo de ligando hay que añadir un punto en la secuencia alineada (y gaps en los otros 
moldes según se necesiten), como se muestra en el ejemplo: 
>P1;query
sequence:query:::::::0.00: 0.00
AYVINDSC--IACGACKPECPVNIIQGS--IYAIDADSCIDCGSCASVCPVGAPNPED-----------------
-------------------------------.*
>P2;1PDB
structureX:1PDB:1    :A:106  :A:nombre_template:: 1.90: 
AFVVTDNCIKCKYTDCVEVCPVDCFYEGPNFLVIHPDECIDCALCEPECPAQAIFSEDEVPEDMQEFIQLNAELA
EVWPNITEKKDPLPDAEDWDGVKGKLQHLER.*
>P2;2PDB
structureX:2PDB:    :B:  :B:nombre_template:: : 
AYVITEPCIGTKCASCVEVCPVDCIHEGEDQYYIDPDVCIDCGACEAVCPVSAIYHEDFVPEEWKSYIQKNRDF-
--------------------------------*
• Ejecuta MODELLER localmente o por medio de HHpred y visualiza los modelos resultantes con 
RasMol, PyMOL o Chimera. 
• Compara el perfil de pseudoenergía de ModEval de tu modelo con el de los templates usados. Hay 
alguna parte del alineamiento sospechosa o susceptible de mejorar? 
• Calcula y visualiza la superficie de potencial electrostático de tu modelo con ayuda de GRASP. 
• Compara el mejor modelo obtenido con el que genera I-TASSER y visualiza la superposición 
resultante. AVISO: I-TASSER puede tardar días en modelar tu secuencia. 
• Una complicación habitual al modelar proteínas multidomino es que tenemos moldes diferentes y 
no solapantes para varios de ellos, y por tanto podemos obtener modelos de buena calidad para 
diferentes partes de la secuencia, pero no sabemos como integrarlos. Para resolver este problema 
podemos hacer docking de dominios de la misma secuencia, por ejemplo con pyDock y FTDock 
bajo Linux. Para ello creamos un archivo de configuración, por ejemplo project.ini: 
[receptor]
pdb         = receptor.pdb
mol         = A,B,C,
newmol      = A,B,C,
[ligand]
pdb         = ligando.pdb
mol         = L
newmol      = L
[tether]
receptor    = C.Lys.122
ligand      = L.Ser.9
length      = 10
y ejecutando los siguiente comandos en el terminal generaríamos las 10 poses más probables 
segun pyDock: 
$ pyDock3 project setup
$ ftdock -static project_rec.pdb -mobile project_lig.pdb -calculate_grid 0.7 
-angle_step 12 -internal -15 -surface 1.3 -keep 3 -noelec -out project.ftdock
$ pyDock3 project rotftdock 
$ pyDock3 project dockser
$ pyDock3 project docktet 
$ pyDock3 project makePDB 1 10 project.eneTET
• Si te da tiempo, compara el mejor modelo obtenido con el que genera I-TASSER y visualiza la 
superposición resultante. 
• Si tienes MAMMOTH instalado localmente puedes crear un fichero my_mammoth.pl con el 
código fuente Perl siguiente para superponer un modelo con un molde y comparar la posición de 
sus respectivos ligandos: 
#!/usr/bin/perl -w
# B.Contreras-Moreira 2012
use strict;
my $MAMMOTHEXE = 'mammoth';
my $VERBOSE = 1;
my $INCLUDEWATER = 0;
if(!$ARGV[2])
{
        print "\n# usage: $0 <fixed PDB> <to-be-rotated PDB> <output PDB 
file>\n\n";
        die "# This is a wrapper for getting full-atom MAMMOTH 
superpositions,\n".
                "# including HETATOMs, which might be important in protein 
models.\n\n";
}
my ($fixfile,$rotfile,$outfile) = @ARGV;
# do structural alignment and keep output files generated by MAMMOTH
my ($MAM_PDB1,$MAM_PDB2,$PDB_rasmol) = 
        ('maxsub_sup.pdb','maxsub_sup2.pdb','rasmol.tcl');
my (@RotMat,@ExpVec,@PredVec);
open(RUNMAM,"$MAMMOTHEXE -p $fixfile -e $rotfile |") || 
        die "# $0 : cannot run $MAMMOTHEXE -p $fixfile -e $rotfile: $!\n";
while(<RUNMAM>){ print if($VERBOSE); }
close(RUNMAM);
                
# rotate coordinates of to-be-rotated PDB
if(read_MAMMOTH_rotations($MAM_PDB1,\@RotMat,\@ExpVec,\@PredVec))
{ 
        my @rotated_coords = 
@{ rotate_PDB($rotfile,\@RotMat,\@ExpVec,\@PredVec) };
        my @fixcoords = @{ parse_coordinates($fixfile) };
        
        open(OUT,">$outfile") || die "# rotate_PDB: cannot create $outfile: 
$!\n";
        print OUT "HEADER superposition of two structures\n";
        print OUT "REMARK fixed structure: $fixfile\n";
        print OUT "REMARK rotated structure: $rotfile\n";
        print OUT "REMARK generated with MAMMOTH: Ortiz AR, ".
                "Strauss CE, Olmea O (2002) Protein Sci. 11:2606-21\n";
        print OUT @fixcoords;
        print OUT "TER\n";
        print OUT @rotated_coords;
        print OUT "TER\n";
        close(OUT);
        
        print "\n# original MAMMOTH output files: $MAM_PDB1 , ".
                "$MAM_PDB2 , $PDB_rasmol\n\n";
        print "# file with full-atom superposition, including ".
                "HETATOMs: $outfile\n";
}       
else
{ 
        print "# It seems that MAMMOTH superposition failed...\n"; 
        unlink($MAM_PDB1,$MAM_PDB2,$PDB_rasmol);
}
#################################################
        
sub read_MAMMOTH_rotations 
{
        # parses MAMMOTH rotations and translations
        # returns 1 if everything went fine
        my ( $MAMfile , $RotMat , $ExpVec , $PredVec ) = @_;
        my ($readmat,$readexp,$readpred,@line,$cmat) = (0,0,0,(),0);
        
        open(MAXSUB,$MAMfile) || 
                die "# read_MAMMOTH_rotations : cannot read $MAMfile\n";
        while(<MAXSUB>)
        {
                if($readmat) 
                { 
                        @line = split(/\s+/); 
                        
                        return 0 if( ($line[1] !~ /\d/) || 
                                ($line[2] !~ /\d/) || ($line[3] !~ /\d/));
                        $RotMat->[$cmat] = $line[1]; 
                        $RotMat->[$cmat+1] = $line[2]; 
                        $RotMat->[$cmat+2] = $line[3]; 
                        $cmat += 3;     
                        if($cmat>6){ $readmat = 0; }
                }
                elsif($readpred)
                { 
                        @line = split(/\s+/); 
                        
                        return 0 if( ($line[1] !~ /\d/) || 
                                ($line[2] !~ /\d/) || ($line[3] !~ /\d/));
                        
                        $PredVec->[0] = $line[1]; 
                        $PredVec->[1] = $line[2]; 
                        $PredVec->[2] = $line[3]; 
                        $readpred = 0;
                }
                elsif($readexp)
                { 
                        @line = split(/\s+/); 
                        
                        return 0 if( ($line[1] !~ /\d/) || 
                                ($line[2] !~ /\d/) || ($line[3] !~ /\d/));
                        
                        $ExpVec->[0] = $line[1]; 
                        $ExpVec->[1] = $line[2]; 
                        $ExpVec->[2] = $line[3]; 
                        $readexp = 0;
                }
                        
                if(/^REMARK Transformation Matrix/){ $readmat = 1; $cmat = 0;}
                elsif (/^REMARK Translation vector \(Prediction\)/){ $readpred 
= 1; }
                elsif (/^REMARK Translation vector \(Experiment\)/){ $readexp = 
1; }
        }
        close(MAXSUB);
        
        return 1;
}
sub rotate_PDB
{
        # rotates coordinates of a molecule using the passed matrix and 
centroids
        # final rotated coordinates are returned in an array of residues/bases
        my ($PDBfile , $RotMat , $ExpVec , $PredVec ) = @_;     
        my (@coords,@rotated,$begline,$endline,$origX,$origY);
        my ($origZ,$transX,$transY,$transZ,$rotX,$rotY,$rotZ);
        @coords = @{ parse_coordinates($PDBfile) };
        
        foreach my $atom (@coords)
        {
                $begline = substr($atom,0,30);
                $origX = substr($atom,30,8);
                $origY = substr($atom,38,8);
                $origZ = substr($atom,46,8);
                $endline = substr($atom,54);
                        
                $transX = $origX - $ExpVec->[0];
                $transY = $origY - $ExpVec->[1];
                $transZ = $origZ - $ExpVec->[2];
                
                $rotX = ($transX*$RotMat->[0]) +  ($transY*$RotMat->[1]) 
                        + ($transZ*$RotMat->[2]);
                $rotY = ($transX*$RotMat->[3]) +  ($transY*$RotMat->[4]) 
                        + ($transZ*$RotMat->[5]);
                $rotZ = ($transX*$RotMat->[6]) +  ($transY*$RotMat->[7]) 
                        + ($transZ*$RotMat->[8]);
                        
                $rotX = $rotX + $PredVec->[0];
                $rotY = $rotY + $PredVec->[1];
                $rotZ = $rotZ + $PredVec->[2];
                        
                push(@rotated, $begline . 
                        sprintf("%8.3f%8.3f%8.3f",$rotX,$rotY,$rotZ) . 
                        $endline );
        }
        
        return \@rotated;
}
sub parse_coordinates
{
        my ($PDBfile) = @_;
        my (@coords);
   
        open(PDB,$PDBfile) || 
                die "# parse_header_coordinates: cannot read $PDBfile: $!\n";
        while(<PDB>)
        {
                next if not(/^ATOM/ || /^HETATM/);
                next if(/HOH/ && !$INCLUDEWATER);
                push(@coords,$_); 
        }
        close(PDB);
        
        return \@coords;
}
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